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摘要 : 采用 最 大 似 然 法 (ML 法 )、 最 大 简约 法 (MP 法 )、 邻 接 法 (NJ 法 ) XPOE B BERI Megophryidae (A- 
nura) 8 属 17 种 及 外 群 2 种 共 25 条 400 bp 左右 的 线粒体 16S rRNA 序列 进行 系统 发 育 关 系 分 析 。 结 果 表 明 , 用 
于 分 析 的 所 有 和 角 蟾 科 物 种 形成 两 大 支 ， 第 一 支 包 括 Megophrys, Brachytarsophrys 和 Atympanophrys ， 第 二 支 包 括 
Leptobrachium , Leptolalax , Scutiger, Oreolalax 和 Tibrissaphora 。 支 持 将 角 蟾 科 划 分 为 两 大 类 群 ， 即 第 一 支 属于 
Megophryini 族 ， 第 二 支 属 于 Leptobrachiini 族 。 根 据 分 子 钟 模型 初步 推测 两 类 群 冯 的 分 歧 时 间 大 致 为 14.2 ~ 18.7 
百 万 年 前 。 在 Megophryini 族 中 ， 基 因 树 的 拓扑 结构 不 支持 Atympanophrys 建立 后 的 Megophrys 为 单 系 ; M Lep- 
tobrachiini 族 中 ，Leptolalax 为 一 有 效 属 ， 其 系统 发 生 较 早 。 
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Phylogenetic Relationships of Megophryid Genera 
(Anura: Megophryidae) Based on Partial Sequences 
of Mitochondrial 16S rRNA Gene 


ZHENG Yu-chi, MO Bang-hui, LIU Zhi-jun, ZENG Xiao-mao 
( Chengdu Institute of Biology, the Chinese Academy of Sciences, Chengdu 610041, China) 

Abstract: Phylogenetic relationships of 8 genera of Megophryidae (Anura) were discussed based on 25 partial se- 
quences of mitochondrial 165 rRNA gene. Maximum likelihood, maximum parsimony, and neighbor joining analyses 
were performed on the dataset. The ingroup was divided into two major clades, Clade 1 and Clade 2, on the gene tree. 
Clade 1 included Megophrys, Brachytarsophrys and Atympanophrys, while Leptolalax , Oreolalax, Scutiger, Lepto- 
brachium and Vibrissaphora belonged to Clade 2. This met the result of morphological study. It was primarily estimated 
that the divergence age of two clades occured 14.2 - 18.7 million years ago. The topology of Clade 1 did not support 


Megophrys to be a monophyletic group. In Clade 2, Leptolalax was believed to be a valid genus and was the taxon that 
occurred much early. 
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Ford & Cannatella (1993) 根据 Cannatella 布 于 巴基斯坦 、 印 度 、 中 国 西部 向 东 至 东南 亚 的 菲 
(1985) 对 原始 无 尾 类 各 科 系 统 发 育 关 系 的 研究 ， 律 宾 群 岛 直 至 苏 达 群岛 (Sunda Islands) 的 广大 区 
ji h K ff MS CER Meophryinae $e Jb Jy fü M BE R, 现 含 以 下 各 属 : Atympanophrys, Brachytar- 
Megophryidae。 该 科 由 亚洲 原 隶 铀 足 蟾 科 的 全 部 属 sophrys，Leptobrachella, Leptobrachium,  Leptolalax , 
种 组 成 。 角 蟾 科 是 原始 无 尾 两 栖 类 (archaeobatra- — Megophrys, Ophryophryne, Oreolalax, Scutiger 和 
chians) 中 物种 和 形态 多 样 性 最 丰富 的 一 个 科 ， 分 Vibrissaphora , 共 约 1 10 种 (Zhao et a1, 2000; Frost , 
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2002), 

Tian & Hu (1985) 根据 形态 学 特征 将 中 国 该 
科 属 种 划分 为 角 蝎 类 和 齿 蚁 类 ，Huang et al (1991) 
提出 中 国 该 科 各 属 蜂 昱 口内 部 结构 可 归纳 为 角 螨 型 
MMMERA, Dubois & Ohler (1998) 
总 结 该 科 可 划分 为 Megophryini 族 和 Leptobrachiini 
Ko 虽然 上 述 各 研究 提出 的 类 群 名 称 不 同 ， 但 得 出 
了 相互 一 致 的 角 蜂 科 两 大 类 群 的 划分 。 核 型 方面 ， 
角 蟾 科 里 存在 着 2n=26 (6+7) 和 2n=26 (5+8) 
两 种 基本 核 型 (Morescalchi，1973; Zheng & Wu, 
1989; Lietal, 1990; Rao & Yang，1997) ， 但 这 两 
种 基本 核 型 各 自 包 括 的 属 种 并 不 和 上 述 基 于 形态 学 
划分 的 两 大 类 群 相 一 致 (Rao & Yang，1997)。 

Tian & Hu (1983) 根据 形态 学 特征 将 
Megophrys shapingensis 从 Megophrys 中 划 出 另 立新 属 
Aiympanophrys， 这 引发 了 一 系列 围绕 Aym- 
panophrys 是 否 为 有 效 属 的 讨论 (Dubois, 1986; Fei 
et al, 1990; Huang et al, 1991; Ye et al, 1993; 
Zhao & Zhao, 1994; Matsui, 1997; Li & Hu, 
1996; Rao, 1997; Rao & Yang, 1997; Xie & 
Wang, 2000; Zheng et al, 2002; Jiang et al, 
2003), 

Leptolalax 原 为 Leptobrachium 的 一 个 亚 属 
(Dubois, 1980, 1981), Dubois (1983) 将 Lepto- 
lalax 提升 为 属 级 分 类 阶 元 (Frost, 2002). Lathrop 
(1997) 指出 Leptolalax 属 的 物种 缺乏 共 近 裔 形态 学 
特征 ， 对 前 者 的 观点 提出 了 异议 。Li et al (1991) 
根据 核 型 特征 指出 Leptolalax 在 其 所 属 类 群 里 系统 
发 生 较 晚 ， 但 该 文 同时 提 到 这 样 的 安排 使 Lepto- 
lalax 所 属 类 群 的 核 型 演化 方向 与 两 栖 动 物 核 型 的 
主要 演化 方向 不 一 致 。 

本 文 拟 通 过 对 该 科 部 分 属 种 线粒体 16S rRNA 
序列 数据 进行 系统 发 育 分 析 ， 为 讨论 上 述 问 题 提供 
分 子 层次 的 信息 。 

1 材料 和 方法 
1.1 材 料 

本 文采 用 Zhao et al (2000) 的 物种 名 录 ， 其 中 
种 名 Megophrys lateralis i 7j M . major (Fei & Ye, 
2000; Forst，2002)， 故 本 文采 用 M . major. 而 非 
M .ljaierajis 。 共 有 17 号 标本 的 肌肉 组 织 被 用 于 提取 
DNA、 扩 增 和 测序 (3E 1)， 除 1 Atympanophrys 
shapingensis 标本 (XM967) 为 - 20 乞 保 存 外 ， 其 余 


均 为 90% 酒 精 保存 。 另 外 8 条 16S rRNA 部 分 序列 
得 自 NCBI， 其 所 属 物种 和 登录 号 分 别 为 Lepto- 
brachium chapaense ( AF285188), Leptolalax pelody- 


toides ( AF285192 ),  Leptolalax ^ pelodytoides 
( AY236797 ), Megophrys major ( AF285195 s 
M.majo ( AY236800 ), Brachytarsophrys feae 


(AY236799), Pelobates syriacus ( AY236807) 和 

P .varaldii (AY236810), 

1.2 总 DNA 的 提取 、16S rRNA 片段 的 扩 增 和 序 
列 测定 

每 号 标本 取 肌 肉 0.1 ~ 0.2 g， 剪 碎 混合 少量 石 
英 砂 ， 在 液 氮 中 充分 研磨。 然后 加 入 SDS 在 37 € 
下 水 浴 1.5 h, 5000 r/min 15 min 氯仿 离心 抽 提 2 
次 ， 上 清 液 中 加 入 2 倍 体积 - 20 乙醇 沉淀 DNA, 
13000 r/min 离心 10 min， 倒 出 液体 后 离心 管 倒 置 
-20 TF 10 min。 在 离心 管 中 加 水 溶解 DNA，4 
保存 12 h 以 上 。 

PCR 扩 增 引物 为 通用 引物 P7 (5*-CGCCTGTT- 
TACCAAAAACAT-3') /P8 (5'-CCGGTCTGAACTCA- 
GATCACGT-3) (Simon et al，1994)， 目 的 序列 位 
于 线粒体 16S rRNA 基因 上 。 反 应 体积 50 uL, € 
DNA 模板 40 ~ 60 ng，10 x PCR Buffer 5 uL, 25 
mmol/L MgCl; 5 uL, 2 mmol/L dNTP 5uL, P7, P8 
各 10 pmol, Taq Bé 2U. ft PTC-100 热 循 环 仪 上 进 
行 PCR 扩 增 ， 循 环 参 数 为 94 "C BUETE 4 min; 接 
35 次 循环 ，94 CŒ 30s, 54 CIRK 20s, 72 C 
延伸 60s， 最 后 72 "CER 5 min, 

PCR 产物 送 上 海 基 康 生物 技术 有 限 公司 测序 。 
1.3 序列 分 析 

采用 Clustal X 1.81 软件 (Thompson et al, 
1997) 进行 全 部 25 条 序列 的 对 位 排列 ， 辅 以 人 工 
校对 。 进 行 系统 发 育 分 析 时 以 Pelobates syriacus 和 
Pelobates varaldii 作为 外 群 ， 其 所 属 的 科 Pelobatidae 
与 Megophryidae 互 为 姐妹 群 (Mario et al, 2003). 

在 Model Test 3.06 (Posada & Crandall, 1998) 
中 选择 最 适合 本 文 数据 集 的 序列 演化 模型 以 供 最 大 
似 然 法 (ML 法 ) 分 析 。 运 用 PAUP* 4.0b10 软件 
(Sworfford, 1998) 启发 式 搜索 ML 树 ，20 次 重复 随 
机 加 入 序列 ， 分 支 交 换算 法 采用 树 二 等 分 再 连接 法 
(TBR) (Swofford & Begle，1993)。 对 该 树 拓扑 结构 
可 信和 度 的 评估 采用 Bootstrap 法 (Felsenstein, 1985) 
200 次 重复 计算 节点 支持 率 ， 搜 索 方式 为 快速 逐步 
递增 的 启发 式 搜索 。 
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R1 测序 的 17 SARRE 
Table 1 17 specimens of Megophridae sequenced in this study 
种 名 标本 号 采集 地 海拔 经 度 纬度 
Species Voucher no. Locality Altitude (m) Longitude Latitude 
nt E shapingensis XM095 he ids birds 2 000 E103°55.000’  N31°18.000' 
eia shapiñgensis XM967 P - nd Lo 2 600 E102911.404'  N28°55.614' 
piu panpani W01395 sp da PE 1900 E102:42.000' ^ — N25*00.000' 
Ei. ee ZYC799 d d Mns 1400 E107*12.685' N29°02 .347' 
ipn spinatus ZYC644 Wm e A 860 E103°42.918' N2753 .772' 
ea panor XM1058 : eun ey 1350 E107°10.597’ N28°12.959 
: hanbangensis XM835 inan K PN 1750 E10642.775'  N32°34.858' 
Mirta XM519 c pie d —Á— 1800 E103°21 .061' N29°33.131 
ie XM516 p "i — 1660 E103721 .829' N29°33.036’ 
se rhodostigmanis ZYC675 ii dod td IER 1050 E107312.325'  N28°14.256' 
E fhödostigmatus ZYC768 TAN Mic a TENE 1100 E107311.679'  N29%04.077' 
Mira lichuanensis ZYC787 miel ar m xao 1700 E107312.302!  N29°%02.390' 
ba XMI111k a Es dug AN NE 3 050 E10323.388'  N33°24.977' 
BREAST wu, S Mont, Kiang Autonomous Regon 3850 BEIB. N29r30.000 
ix. es XM1045 ps i a TEN 2500 E102557.120!  N29°38.350' 
BEEN boringi XM454 e E TN 1000 E103:24.978'  N29°33 .499' 
rians tig ZYC602 a R RN 450 E110°30.360'  N29°22.291' 


用 PAUP* 4.0b10 中 的 最 大 简约 法 (MP 法 ) 
启发 式 搜索 MP 树 ， 搜 索 参 数 设 为 将 排序 引入 的 空 
位 作为 缺失 数据 、50 次 重复 随机 加 入 序列 、TBR 
分 支 交 换算 法 。 在 构建 关系 较 远 的 一 组 序列 的 MP 
树 时 ， 慢 演化 位 点 CA) 比 快 演化 位 点 (转换) 
更 有 用 ， 如 果 给 颠 换 更 多 的 权重 可 能 会 比 不 加 权时 
得 到 一 棵 更 可 靠 的 树 (Farris，1969; Swofford et al, 
1996)。 由 于 怎样 认定 序列 间 的 “关系 较 远 ”并 无 
统一 的 标准 ， 故 分 析 中 对 数据 集 采 用 了 不 加 权 和 加 
权 两 种 处 理 方 法 。 在 MEGA 2.1 (Kumar et al, 
2001) 中 选择 Kimura 2-parameter 模型 计算 序列 间 
的 转换 / 颠 换 比 ， 将 数据 集 总 的 转换 / 颠 换 比 作为 对 
转换 和 颐 换 加 权 权 重 的 依据 (Nei & Kumar, 





2000)。 对 MP 树 拓 扑 结构 可 信和 度 的 评估 采用 Boot- 
strap 法 1 000 次 重复 计算 节点 支持 率 ， 并 结合 Au- 
toDecay 5.0 (Eriksson, 2001) 计算 节点 的 训 减 指数 
(decay index)。 

在 MEGA 2.1 中 根据 序列 间 的 分 歧 程度 选择 
Kimura 2-parameter 模型 运用 邻接 法 (NJ 法 ) 构建 
NJ 树 (Nei & Kumar, 2000), 分析 时 将 因 排 序 引 入 
的 空位 成 对 删除 ，10 000 次 重复 Bootstrap 法 计算 该 
树 的 节点 支持 率 。 

运用 软件 PHYLTEST 2.0 (Kumar，1996) 中 的 
Kimura 2-parameter 模型 和 了 距离 模型 ， 通 过 相对 速 
率 检测 (relative rate test). 来 评估 类 群 间 的 核 昔 酸 
取代 速率 是 否 符合 分 子 钟 模型 (Zukerkandl & Paul- 
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ing，1965)。 类 群 间 的 平均 P 距离 由 MEGA 2.1 软 
件 计算 ， 因 排序 引入 的 空位 成 对 删除 。 

合 运 用 PAUP* 4.0b10 和 MacClade 4.0 
(Madison & Madison, 2000) 进行 树 拓扑 结构 的 比 
较 。ML 树 拓扑 结构 的 比较 采用 Kishino-Hasegawa 
(Kishino & Hasegawa, 1989) 检验 ， 参 数 设置 为 常 
AM (normal approximation)， 双 尾 检验 ， 非 加 权 
MP 树 拓 扑 结 构 的 比较 采用 Templeton 双 尾 检验 
(Templeton, 1983). 


R 


共 测 得 17 号 标本 长 400 bp 左右 的 线粒体 165 
rRNA 片段 序列 并 在 GenBank 注册 (AY526199— 
AY526215)。 所 测序 列 与 得 自 NCBI 的 8 条 同 源 序 
列 经 对 位 排列 后 生成 的 数据 集 共 421 个 位 点 ， 含 变 
异 位 点 199 个 、 简 约 信息 位 点 176 个 ， 碱 基 A, C, 
G, TEHERANA 32.4%, 22.496. 18.696. 
26.590, 

最 适合 本 文 数据 集 的 模型 为 CTR + G，- lnL = 
3054.6892。 该 模型 参数 如 下 : Wi AE EA 
(0.3414), C (0.2143 )、G (0.1729), T 
(0.2714), B Æ EF (VE A-C (5.9621), A-G 
(18.8056), A-T (14.7438), C-G (0.0000). C-T 
(62.7481), G-T (1.0000), y 分 布 外 形 参 数 (gam- 
ma distribution shape parameter) 为 0.3160。 基 于 此 
模型 运用 最 大 似 然 法 启发 式 搜索 得 到 1 棵 ML 树 
(图 1)，- lnL = 3046.19322， 其 200 次 重复 Boot- 
strap 计算 出 的 节点 支持 率 见 表 2。 该 树 的 拓扑 结构 
表明 内 群 8 属 分 成 两 大 支 系 。 第 一 支 由 Aym- 
panophrys, Brachytarsophrys 和 Megophrys 构成 : 
Brachytarsophrys 为 该 支 其 他 2 属 5 种 的 姊妹 群 ， 而 
这 5 种 中 由 Megophrys minor ÑM . spinatus 构成 的 一 
支 最 先 分 出 ,余下 3 种 中 和 M . major 为 M . nankiang - 
ensis 和 Atympanophrys shapingensis 的 姊妹 群 。 第 二 
X FH —Leptolalax, —Leptobrachium ， Vibrissaphora , 
Oreolalax 和 Scutiger 构成 : 其 中 Leptolalax 和 其 他 4 
属 互 为 姊妹 群 ， 余 下 4 属 中 Lepiobrachium 和 Vibriss- 
aphora 互 为 姊妹 群 ，Oreolalax 和 Scutiger 两 属 物种 
各 自 聚 成 一 支 ， 但 它们 和 Leptobrachium 和 Vibriss- 
aphora 一 支 的 系统 关系 未 能 解决 。 

不 对 位 点 加 权 ， 启 发 式 搜索 得 到 1 REKA 
571 的 MP 树 ，CI = 0.550, RI = 0.761, RC = 


2 结 


0.418， 其 1000 次 Bootstrap 节点 支持 率 和 衰减 指数 
见 表 2。 由 于 数据 集 总 的 转换 / 颠 换 比 为 1.526， 故 
在 运用 加 权 简约 法 时 赋予 转换 权重 2、 颠 换 3， 启 
发 式 搜索 得 到 1 棵 MP 树 ， 其 拓扑 结构 和 上 述 MP 
树 完全 相同 、 节 点 支持 率 相差 无 几 、 而 衰减 指数 较 
前 者 高 ( 表 2)。MP BERI ML 树 的 拓扑 结构 相似 
(附录 1) ， 也 分 为 两 大 支 系 ， 第 一 支 两 者 完全 相同 ， 
MP 树 第 二 支 属 间 拓扑 结构 为 (Leptolalax ，( Lepto- 
brachium , ( Vibrissaphora , ( Oreolalax , Scutiger ) ) ) ) o 

邻接 法 分 析 构 建 了 1 棵 NJ BI, 10000 次 
Bootstrap 节点 支持 率 见 表 2。NJ 树 的 拓扑 结构 见 附 
录 1， 分 为 两 大 支 系 ， 它 们 的 属 种 组 成 与 ML 树 相 
同 。NJ 树 第 一 支 的 拓扑 结构 和 ML 树 第 一 支 node5、 
node7 互 换 后 的 结构 相同 (图 1); 第 二 支 中 Lepto- 
lalax 最 先 分 出 ， 余 下 4 属 中 Leptobrachium 和 Vibris- 
saphora 互 为 姊妹 群 ， 而 这 一 支 又 和 由 Oreolalax 和 
Scutiger 两 属 物种 混合 构成 的 一 支 互 为 姊妹 群 。 

ML 树 、MP 树 、NJ 树 的 拓扑 结构 相似 ， 在 表 
达 属 间 系 统 关系 上 三 者 共有 8 个 节点 是 完全 一 致 
的 , 这 8 个 节点 编号 分 别 为 ， node2，node3， 
node6, node7, node9, nodelO, nodell 和 nodel3 
(El 1, X2). 

在 相对 速率 检测 中 ， 选 择 上 述 两 大 支 系 分 别 为 
Cluster A 和 Cluster B、 外 群 为 Cluster Co YE Kimura 
2-parameter 模型 下 ，La = 0.1279, Lb = 0.1452, La 
-Lb= -0.01734 0.0213, Z = 0.8153 表明 核 背 酸 
取代 速率 恒定 性 在 5% 水 平 上 不 被 拒绝 。 相 似 的 在 
P 距离 模型 下 ，La = 0.1070，Lb = 0.1199，La - Lb 
= -0.0129 «0.0151, Z = 0.8537 也 表明 核 背 酸 取 
代 速 率 恒定 性 在 5% 水 平 上 不 被 拒绝 。 这 样 的 结果 
显示 两 大 支 系 用 于 分 析 的 序列 的 演化 符合 分 子 钟 模 
型 。 两 大 支 系 间 的 平均 已 距离 为 0.2269 + 0.0310 
( P distance + 1.96 SD), 

改变 ML 树 第 一 支 (node 2) 的 拓扑 结构 ， 使 
Atympanophrys 一 支 和 本 分 析 中 Megophrys 所 有 物种 
互 为 姊妹 群 ， 通 过 Kishino-Hasegawa 检验 比较 这 两 
种 拓扑 结构 ， 结 果 ( 似 然 率 差 值 = 6.1458，P < 
0.05) 显示 两 者 存在 显著 的 差异 。 同 样 改 变 非 加 权 
MP 树 的 拓扑 结构 ， 使 Atympanophrys 和 Megophrys 
互 为 姊妹 群 ，Templeton 检验 结果 ( 树 长 差 值 = 7， 
P -0.0348« 0.05) 表明 两 种 拓扑 结构 间 存 在 显著 
的 差异 。 
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Pelobates syriacus AY236807 
Pelobates varaldii AY236810 


0.1 substitutions / site 


Atympanophrys shapingensis XMO95 
7 | Atympanophrys shepingensis  XM967 


Megophrys minor XM1058 


Megophrys spinatus  ZYC644 
Brachytarsophrys platyparietus W01395 
Brachytarsophrys feae AY236799 


Oreolalax rhodostigmatus ZYC675 
Oreolalax rhodostigmatus ZYC768 


Megophrys major AF285195 


Megophrys major AY236800 


Tadpole with oral funnel 


Leptolalax oshanensis ZYC799 


Leptolalax pelodytoides AY236797 
Leptolalax pelodytoides AF285192 
Oreolalax lichuanensis ZYC787 
Oreolalax popei XM519 


Oreolalax popei XM516 


Scutiger boulengeri XM111K 


Tadpole without oral funnel 


Scutiger chintingensis XM1045 

Scutiger boulengeri XM1091 

Leptobrachium chapaense AF285188 
Vibrissaphora boringi XM454 
Vibrissaphora liui ZYC602 


图 1 AT 16S rRNA IP RS £8 SR RE 8 属 间 系 统 关 系 
Fig.1 Phylogenetic analyses of the mitochondrial 165 rRNA gene of 8 genera in Megophryidae 

图 中 为 ML 树 ， 其 -lnL=3046.19322。 树 上 所 有 节点 均 被 编号 ， 其 支持 值 见 表 2， 包 括 MP. ML, NJ 树 
上 相应 节点 的 bootstrap 百分率 和 MP 树 上 相应 节点 的 训 减 指数 。 本 文 讨论 部 分 涉及 的 节点 用 粗 斜 体 显 
示 。 属 于 Clade 1 物种 的 是 旦 具 口 漏斗 ， 而 Clade 2 物种 的 赂 时 不 具 该 结构 。 

Shown is the tree inferred by the maximum likelihood method ( - lnL = 3046.19322). Support values (MP, ML, 
and NJ probability percentages of bootstrap replicates and decay indices) for the numbered nodes are provided in 
Table 2. Nodes corresponding to following discussion are indicated in the bold and italic. Tadpole of Clade 1 has 


a broad oral funnel that does not emerge in Clade 2. 


3 i i 
3.1 角 蟾 科 两 大 类 群 的 划分 及 分 歧 时 间 的 初步 扒 
测 
Tian & Hu (1985) 根据 成 体 和 师 蛙 形态 学 特 
(EXE rp ES 0 e MERE 9 属 划分 为 两 大 类 群 ， 分 别 为 角 
8&2 ( Megophrys, Ophryophryne, Brachytarsophrys 
^il Atympanophrys) MAX (Oreolalax, Scutiger , 
Leptolalax, Leptobrachium 和 Vibrissaphora )。 在 解 
A 比 较 17 种 师 蛙 口内 部 结构 后 ,Huang et al(1991) 


提出 中 国 钠 足 蟾 科 各 属 师 时 口内 部 结构 可 归纳 为 两 
个 基本 类 型 BD £8 5879 ( Megophrys 和 Ophryophryne ) 
^1 301 36 88 A ( Oreolalax , Scutiger , Leptolalax , Lep - 
tobrachium 和 Vibrissaphora) ， 在 该 研究 中 ，Brachy- 
tarsophrys carinensis 和 Atympanophrys shapingensis 两 
种 作为 Megophrys 一 属 的 物种 被 解剖 比较 。Dubois 
& Ohler (1998) 总 结 前 人 工作 后 认为 亚洲 的 钢 足 
蜂 科 动物 可 划分 为 两 族 ，Megophryini 族 包 括 
Ophryophryne , Megophrys (Megophrys ), Megophrys 
( Atympanophrys ) , Megophrys ( Brachytarsophrys ) 和 


210 动 物 


学 


UU http//www.cqvip.com 


Wr 究 25 卷 





X2 ML 树 节点 支持 值 ， 以 及 MP 和 NJ 树 与 ML 树 共 有 节点 的 支持 值 
Table 2 Support values for ML nodes, and MP and NJ nodes shared by the ML 











phylogeny 
ML MP (unweighted) MP (weighted) NJ 
Node 

BP BP DI BP DI BP 
1 99 100 19 100 48 100 
2 100 100 15 100 42 100 
3 82 37 1 32 6 75 
4 32 37 1 32 6 -— 
5 98 93 5 94 18 99 
6 52 91 4 100 10 99 
7 39 80 2 79 5 94 
8 100 100 16 100 4 100 
9 80 98 5 100 14 99 
10 74 79 3 84 14 72 
11 100 100 14 100 39 100 
12 90 87 5 78 13 87 
13 97 97 10 100 31 99 
14 41 56 2 41 7 E 
15 40 41 2 38 6 ex 
16 100 100 15 100 4l 100 
17 100 100 10 100 23 100 
18 98 100 11 100 28 100 
19 63 m= = = = 
20 78 x = = = 73 
21 100 100 14 100 39 100 


BP: bootstrap 百分率 (Probability percentages of bootstrap replicates); DI: 衰减 指数 (Decay indices). 
节点 编号 源 自 图 1。 破 折 号 表示 ML 树 上 的 相应 节点 在 MP 和 /或 NJ 树 上 不 存在 。 本 文 讨论 部 分 


涉及 的 节点 用 粗 斜 体 显 示 。 


Node numbers correspond to those in Fig.1. Dashes represent nodes that do not exist on MP and/or NJ 
trees. Nodes corresponding to following discussion are indicated in bold and italic. 


Megophrys ( Xenophrys ), Wi Leptobrachiini 族 包 括 
Leptobrachium ( Leptobrachium ), Leptobrachium ( Vib- 
rissaphora ),  Leptobrachella ,  Leptolalax ， Oreolalax 
füScutiger., Hi Ffa WERL E RSR JS 899 E ELS 
全 部 属 种 组 成 ， 故 上 述 研究 的 对 象 为 角 蟾 科 动 物 ， 
虽然 在 某 些 分 类 单元 是 作为 属 级 还 是 亚 属 级 分 类 阶 
元 方面 存在 不 同意 见 ， 但 都 得 出 了 相互 一 致 的 角 蜂 
科 两 大 类 群 的 划分 。 

本 文中 基因 树 上 由 node 2 和 node 10 分 别 界 定 
的 两 大 支 系 Clade 1 和 Clade 2 属 的 组 成 符合 上 述 类 
群 组 成 (图 D, ， 且 都 有 较 高 的 节点 支持 率 (K2); 
故 165 rRNA 基因 序列 提供 的 信息 支持 前 人 形态 学 
的 工作 ， 将 角 蜂 科 划 分 为 两 大 类 群 。 由 于 角 蛤 科 可 


划分 为 两 个 类 群 的 思想 最 早 由 Dubois (1980) 所 
出 ， 这 里 仍 沿 用 其 所 用 类 群 名 称 ，Leptobrachiini 族 
和 Megophryini 族 。 虽 然 我 们 的 分 子 系统 学 分 析 没 
有 包括 Ophryophryne 和 Leptobrachella 两 属 的 物种 ， 
但 参考 形态 学 研究 资料 (Tian & Hu, 1985; Huang 
et al, 1991; Dubois & Ohler, 1998) 后 建议 暂时 将 
Ophryophryne 纳入 Megophryini 族 、 将 Leptobrachella 
纳 人 Leptobrachiini 族 。 这 样 角 蟾 科 两 大 类 群 的 组 成 
可 暂 订 为 :Megophryini 族 (Megophrys , Ophryophryne , 

Atympanophrys 和 Brachytarsophrys ), Leptobrachiini 
Jk (Oreolalax, Leptobrachium , Leptolalax , Lepto- 
brachella , Scutiger 和 Vibrissaphora ), Megophryini 族 
RERO, MÆ Leptobrachiini 族 中 没有 这 种 
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情况 (图 D, ， 同 时 在 系统 发 育 关系 和 角 久 科 最 近 的 
Pelobatidae 和 Pelodytidae 两 科 (Mario et al, 2003) 
FPHCH SUELE RGIOAR IER S DRESS RUE 1 
据 的 生态 位 相关 (Hora, 1928; Liu & Hu, 1961; 
Huang et al，1991)， 根 据 简 约 原则 推测 该 形态 特征 
在 角 蟾 科 中 只 经 历 了 一 次 演化 发 生 ， 但 这 仍 需要 包 
括 Leptobrachella (WIO F-H) A Ophryophryne 
( 晴 时 具 口 漏斗 ) 二 属 在 内 的 该 科 全 部 属 间 系 统 发 
育 关 系 来 作为 最 后 判断 的 依据 。 

Megophryini 族 和 Leptobrachiini 族 的 序列 演化 符 
合 分 子 钟 模型 ， 由 于 无 化 石 资 料 ， 这 里 借用 蟾 内 属 
Bufo (Auma: Bufonidae) 线粒体 基因 的 核 苷 酸 到 
代 速率 模型 (Macey et al, 1998) 来 初步 推导 两 族 
间 的 分 歧 时 间 (Mulcahy & Mendelson, 2000). iX 
模型 的 核 苷 酸 取代 速率 为 0.0069 个 变化 每 位 点 每 
百 万 年 (million years, MY), Tfi Megophryini 族 和 
Leptobrachiini 族 间 的 平均 P 距离 为 0.2269 + 
0.0310 ( P distance + 1.96 SD), ESAR 了 = davg/ 
2r (这 里 T 为 两 类 群 间 的 分 歧 时 间 、dse 为 两 类 和 群 
间 的 平均 遗传 距离 、r 为 核 苷 酸 取代 速率 ) (Ku- 
mar, 1996), ， 计 算得 了 = 16.4420 + 2.2464 MY， 故 
初步 推测 两 类 群 间 的 分 歧 时 间 大 致 为 距 今 18.7 ~ 
14.2 MY 前 。 
3.2 Megophrys 是 否 单 系 发 生 

Atympanophrys 是 由 Megophrys 划 出 (Tian & 
Hu，1983)， 得 到 核 型 和 精子 形态 特征 的 支持 
(Wu, 1987; Li & Hu, 1996; Rao & Yang, 1997; 
Zheng et al, 2002). 1H Dubois (1986) 认为 Atym- 
panophrys 和 Megophrys 之 间 的 差异 未 达到 属 级 水 平 ， 
Huang et al (1991) 根据 赂 坚 口 内 部 结构 也 提出 相 
同 观 点 ， 且 有 工作 表明 Atympanophrys 的 重要 建 属 
依据 Atympanophrys shapingensis “无 耳 柱 骨 ” 属 错误 
观察 ， 该 物种 具 耳 柱 骨 (Fei et al，1990; Ye et al, 
1993; Rao, 1997; Wu, personal comm, )。 如 图 1 
所 示 Atympanophrys 和 Megophrys 的 物种 在 基因 树 上 
构成 一 支 (node 3) ， 其 中 Atympanophrys shapingen- 
sis (node 7) 和 Megophrys nankiangensis 互 为 姊妹 群 
(node 6), ， 这 样 的 拓扑 结构 显示 Atympanophrys 建立 
后 的 Megophrys 的 物种 组 成 没 能 包括 其 最 近 共 同 祖 
先 的 所 有 后 裔 。 如 node 3 代表 的 是 本 工作 纳入 分 析 
的 所 有 Megophrys 物种 的 最 近 共 同 祖先 ， 但 它 同 时 
也 是 Atympanophrys shapingensis 的 祖先 。 同 时 树 拓 
扑 结构 的 比较 显示 ， 当 改变 基因 树 拓 扑 的 结构 使 


Atympanophrys 和 Megophrys 互 为 姊妹 群 时 ， 新 树 与 
基因 树 的 拓扑 结构 存在 明显 的 差异 ， 不 支持 本 分 析 
中 的 Megophrys 物种 单独 构成 一 支 。 由 于 只 有 当 一 
个 类 群 的 物种 组 成 为 其 最 近 共 同 祖先 的 所 有 后 裔 
时 ， 这 个 类 和 群 才 是 单 系 ， 故 基于 16S rRNA 数据 的 
分 析 结 果 显 示 Atympanophrys 建立 后 的 Megophrys 不 
是 单 系 ， 间 接 支 持 Atympanophrys 不 成 立 的 观点 。 

Rao & Yang (1997) 根据 染色 体 和 形态 性 状 从 
Megophrys 中 划 出 一 新 属 Panophrys ; Dubois & Ohler 
(1998 ) 对 此 做 了 讨论 并 指出 Panophrys 为 
Xenophrys 的 同 物 异 名 ， 该 订正 得 到 了 较 广 泛 的 认同 
(Frost, 2002; AmphibiaWeb，2003)， 但 Dubois & 
Ohler (1998) 建议 暂时 将 Xenophrys 作为 Megophrys 
的 一 个 新 亚 属 。 按 上 述 两 个 报道 中 对 物种 的 安排 ， 
中 国 已 没有 Megophrys 3X Megophrys ( Megophrys) 的 
物种 分 布 ， 本 文 分 析 中 包括 的 Megophrys major， 
M . spinatus, M . minor füM. nankiangensis 4 种 均 被 
纳入 Xenophrys 或 Megophrys ( Xenophrys )。 这 样 ， 
Atympanophrys shapingensis 在 基因 树 上 仍然 灸 做 于 
Xenophrys 或 Megophrys ( Xenophrys ) 各 物种 之 中 
(图 1)， 揭 示 Xenophrys 或 Megophrys ( Xenophrys ) 
不 是 单 系 。 
3.3 Leptolalax 的 有 效 性 及 其 系统 发 育 地 位 

Leptolalax Wi 为 Leptobrachium 的 一 个 亚 属 
(Dubois，1980，1981)。 在 没有 进行 更 深入 的 系统 
发 育 研 究 的 情况 下 ，Dubois (1983) 将 Leptolalax 
提升 为 属 级 分 类 阶 元 (Frost, 2002). Lathrop 
(1997) 指出 Leptolalax 属 的 物种 缺乏 共 近 裔 形态 学 
特征 ， 对 前 者 的 观点 提出 了 异议 。 由 于 图 1 上 Lep- 
tobrachiini 族 (Clade 2) 中 Leptolalax 一 支 (node 
11) 和 其 余 4 属 构成 的 另 一 支 (node 13) 互 为 姊妹 
群 ， 且 这 样 的 拓扑 结构 有 高 的 节点 支持 率 CR 2)， 
故我 们 的 工作 支持 Leptolalax 作为 一 有 效 属 。 

关于 Leptolalax 在 Leptobrachiini 族 系统 发 育 关 
系 中 所 处 的 位 置 ，Li et al (1991) 根据 2n 2 26、 双 
臂 染 色 体 (M) 占 绝 大 多 数 的 核 型 在 该 族 中 占 优势 
为 原始 核 型 ， 推 导出 拥有 2n = 24、 部 分 单 辟 染 色 体 
(T) 核 型 的 Leptolalax 在 该 族 中 较 特 化 、 系 统 发 生 
较 晚 。 但 该 文 同时 指出 ， 在 特 化 核 型 中 出 现 T， 而 
在 原始 核 型 中 却 保 留 以 M 为 主 ， 这 种 情况 与 两 栖 动 
物 核 型 的 主要 演化 方向 (TM) 不 一 致 。 而 本 文 
基因 树 中 Leptolalax 位 于 Leptobrachiini 族 一 支 的 基 
部 ， 和 其 余 4 属 互 为 姊妹 群 ， 上 暗示 Leptobrachiini 族 
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的 核 型 演化 可 能 同 两 栖 动 物 核 型 的 主要 演化 方向 
(T->M) 一 致 ， 拥 有 部 分 T 的 Leptolalax 在 该 族 中 
的 系统 发 生 较 早 。 
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Appendix 1 Topology of MP tree (A) and NJ tree (B) 


A. CO, 2), (((((3, 4), (C, 6), 7), (8, 9), (0, 10), 
(((12, 13), 14), CCCCCOS, 16), 19), (07, 18), (Q0, 
21), 22), Q3, 24), 255) 

B. ((1, 2), (((10, 1D, ((3, 4), ((8, 9), (7, (5, 6))))), 
(4, (12, 13), (025, (23, 24), (5, 16), (2, (20, 
21), 09, (17, 180)» 

l: Pelobates syriacus AY236807; 2: P.waraldi AY236810; 3: 

Megophrys major AF285195; 4: M.major AY236800; 5: Atym- 

panophrys shapingensis XM095; 6:  A.shapingenss XM967; 7: 

M.nankiangensis XM835; 8: M.minor XM1058; 9; M .spinatus 


ZYC644; 10: Brachytarsophrys platyparietus W01395; 11: B.feae 
AY236799; 12:  Leptolalax ^  pelodytoides AY236797; 13: 
L.pelodytoides AF285192; 14: L.oshanensis ZYC799; 15: Oreo- 


lalax popei XM519; 16: O.popei XM516; 17: O.rhodostigmatus 
ZYC675; 18: O.rhodostigmatus ZYC768; 19:  O.lichuanensis 
ZYC787; 20: 


Scutiger  chintingensis XM1045; 21: S.boulengeri 
XMIIIK; 22: S.boulengeri XM1091; 23: Vibrissaphora boringii 
XM454; 24: V.liu  ZYC602; 25: 
AF285188., 


Leptobrachium chapaense 


